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MEMORIA DESCRIPTIVA: 

PROTEfNA NMB0928 Y SU USO EN FORMULACIONES FARMAC^UTICAS. 

La presents invencidn estd reladonada con la rama de la medicina, partlculannente con 
el desanrollo de nuevas fbmfiuladones combinadas. de aplicaddn preventiva o 
5 tenap^utlca, que permitan un aumento en la calidad de la respuesta inmune contra 
antfgenos vacunales contra enfemnedades de origen diverse. 
Neisseria meningitidis, un diplococo Gram negative cuyo Onico hospedero es el 
hombre, es el agente causal de la meningitis meningoc6cdca. Usualmente esta 
bacteria se encuentra en estado de portador asintomdtico en la poblad6n, slendo esta 
10 la via mds comCin para su aislamlento microbiol6gico. 

En el mundo Ids nifios menores de 2 afios de edad son la poblaci6n mSs susceptible a 
contraer la meningitis meningoc6ccica, sin embargo, los adolescentes jdvenes y la 
poblacidn de adultos mayores tamblSn pueden ser afectados. 

La enfermedad meningoc6cdca sin tratamiento es fatal en la mayorfa de los individuos 
15 afectados. y la vacunaci6n podrfa prevenir esta sltuaci6n evitando induso etapas tan 
tempranas como la colonizadbn bacteriana. 

Diversas estrategias se han desanrollado con el objetivo de obtener un preparado 
vacunal que satisfaga los requisites necesarios para proteger a la ppblad6n contra 
esta enfennedad. Para ello se han tenido en cuenta los antfgenos capsulares cuya 

20 especificidad lnmunol6gica ha pemiitido la claslficacibn de este microorganismo en 
serogrupos. En la actualidad se han definido 5 de estos serogrupos como los 
responsables de la mayoria de los cases de enfermedad meningoc6ccica en el mundo. 
El serogrupo A es el prindpal responsable de las epidemias en Africa subsahariana. 
Los serogrupos B y C est^n asociados a la mayor parte de los cases que ocurren en 

25 los pafses desanrollados. Los serogrupos Y y W135 estdn presentes en la mayorfa de 
los casos remanentes de la enfermedad y de infecci6n prevalente en algunas 
regiones de los Estados Unldos, con un marcado incremento en los Oltimos anos. De 
ahf que los polisacdridos capsulares hayan sido objeto de estudio y evaluacidn como 
candidates vacunales. Una vacuna tetravalente, basada en polisacdridos, que confiere 

30 proteccl6n contra los serogrupos A. C, Y. y W-135 ha side licendada en los Estados 
Unidos. Los anticuerpes que son generados tras la vacunacidn son serogrupo- 
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especffico (Rosenstein N. et al. 2001. Menningococcal disease. N. Engl. J. Med, 344, 
1378-1388). 

El serogrupo B. a dlferencia del resto, continiSa slendo una Importante causa de 
enfenfnedad menlngoc6ccica enddmica y epidSmica, en gran parte debldo a la no 
5 existencia de vacunas efsctlvas contra el mismo. Se ha visto que el pollsacdrido del 
serogrupo B posee una baja Inmunogenlcidad, ademds del riesgo te6rico que existe de 
que vacunas basadas en este compuesto podrfan desanx)llar inmunotolerancia e 
Inducir autolnmunidad dada su homologfa estructural con cadenas oligosacarfdicas 
presentes en estructuras fetales humanas (Finne J. et al. 1987. An IgG monoclonal 
10 antibody to group B meningococci cross-reaOs with developmentally regulated 
polysialic acid units of glycoproteins in neural and extraneufBl tisues. 
J. Immunol, 138: 4402-4407). Por este motive, el desanollo de vacunas contra el 
serogrupo B se ha concentrado en el uso de antfgenos subcapsulares. 
Vacunas de vesfculas y pmtelnas de membrana externa 
15 En la d6cada de los afios 70 la producci6n de vacunas de protelnas de membrana 
externa (PME), estuvo basada en la ellmlnacidn del llpopollsac^rido (LPS) de las - 
preparadones proteicas medlante la utillzacidn de detergentes (Frasch CE and " 
Robbins JD. 1978. Protection against group B meningococcal disease. III. 
Immunogenicity of serotype 2 vaccines and specificity of protection in a guinea pig 
20 model. J Exp Med 147(3):629-44). Despu6s, las PME fueron precipltadas para produclr 
agregados resuspendldos en cioruro de sodio. A pesar de los buenos resultados 
obtenldos en estudlos realizados en animates, estas vacunas no indujeron anticuerpos 
bacterlcldas nl en adultos nl en niftos (Zollinger WD, et al. 1978. Safety and 
Immunogenicity of a Neisseria meningitidis type 2 protein vaccine in animals and 
25 humans. J. Infect Dis. 137(6):728-39), resultado que fue atribuido a la 
desnaturallzacian de las protelnas presentes en la preparacidn como resultado de la 
preclpltad6n. Los pr6ximos pesos en la bOsqueda de un nuevo candidate, fueron: 
disefiar una vacuna que presenta las protelnas en su confomiacWn nativa fbmiando 
vesfculas de membrana externa (Zollinger WD, et al. 1979. Complex of menlngococGal 
30 group 8 polysaccharide and type 2 outer membrane protein Immunogenic in man. J. 
Clin. Invest. 63(5):836-48, Wang LY and Frasch CE. 1984. Development of a 
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Neisseria meningitidis group B serotype 2b protein vaccine and evaluation in a mouse 
model. Infect Immun. 46{2):408-14136). 

Las vacunas compuestas por vesfculas de membrana externa (VME) fueron 
significativamente m&s inmunog6nicas por vfa parenteral que los agregados de PME. y 
5 esta inmunogenicidad fue explicada inicialmente por una mayor adsorci6n al 
adyuvante hidr6xido de aluminio (Wang LY and Frasch CE. 1984. Neisseria 
meningitidis group B serotype 2b protein vaccine and evaluation in a mouse model.. 
Infect Immun. 46(2):408-14136). 

Varies estudios de eficacia se han llevado a cabo utiiizando vacunas basadas en 

10 vesfculas de membrana externa, en diferentes forniulaciones. Las dos vacunas mds 
ampliamente estudiadas fueron desarolladas en los aftos 80 en respuesta a brotes de 
la enfennedad meningoc6ccica en Cuba (Sierra GV et al. 1991. Vaccine against group 
B Neisseria meningitidis: protection trial and mass vaccination results in Cuba. NIPH 
Ann Dis. 14(2):1 95-210) y Nomega (Bjune G, et al. 1991. Effect of outer membrane 

15 vesicle vaccine against group B meningococcal disease in Norway. Lancet 
338(8775): 1093-6), respectivamente. La vacuna produclda por en Institute Finlay en 
Cuba (comerolalmente denominada VA-MENGOC-BC®) es producida a partir de la 
cepa B:4:P1.19,15 y estd compuesta por una preparaci6n de PME de dicha cepa y 
polisac^rido capsular alslado del serogrupo C, adsorbidas a hidr6xido de aluminio 

20 (Siena GV et al. 1991 . Vaccine against group B Neisseria meningitidis: protection trial 
and mass vaccination results in Cuba. NIPH Ann Dis. 14(2): 195-210). Esta vacuna 
contribuyd a un rdpido descenso de la epidemia en Cuba (Rodriguez AP, et al. The 
epidemiological impact of antimenlngoooccal B vaccination In Cuba.1999. Mem Inst 
Oswald© Cruz. 94(4):433-40). 

25 La vacuna produclda por el institute Nacional de Salud POblica de Noruega (NIPH) fiie 
inicialmente utilizada durante un perfodo hlperend6mlco de la enfermedad causada por 
una cepa perteneciente al don ET-5 (B:15:P1.7.16). Esta vacuna monovalente 
tambi§n fue produclda a partir de VME purificadas y adsorbidas a hidr^xido de 
aluminio (BjuneG, etal. 1991. Effect of outer membrane vesicle vaccine against group 

30 B meningococcal disease in Nonvay. Lancet 338(8775):1 093-6). 

Las vacunas de VME parecen ser efectivas en la presentacibn de PME. dispuestas en 
su confomfiadfin natural, para pemiltir la generad6n de anticuerpos bacteriddas. al 
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menos en adolescentes y adultos. Las respuestas de anta'cuerpos generadas, 
incrementaron la opsonofegocitosis del meningococo. La fbrmulacidn predsa de las 
vacunas (por ejempio: contenldo de PME, contenido de LPS y la presenda o ausenda 
del adyuvante) tiene un significativo Impacto en la inmunogenlcidad existiendo grandes 
S diferencias de un productor a otro segOn la cepa y/o la metodologfa empleada 
(Lehmann AK, et al. 1991. Immunization against semgmup B menlngococd. Opsonin 
response in vaccinees as measured by chemiluminescence. 
APMIS. 99(8):769-72, Gomez JA. et al. 1998. Effect of adjuvants in the isotypes and 
bactericidal activity of antibodies against the transferrin-binding proteins of Neisseria 

10 meningitidis. Vaccine.16(17):1633-9. Steeghs L, et al. 1999. immunogenicity of Outer 
Membrane Proteins in a Upopoiysaccharide-Deficient Mutant of ne\ssex\a meningitidis; 
Influence of Adjuvants on the immune Response. Infect Immun. 67(10):4988-93). 
Sin embargo, el perfil antig6nico de los aislamientos obtenidos de pacientes cambia 
r^pidamente y una vacuna abarca s6lo un llmitado nilmero de cepas, por tanto puede 

15 ser inefectiva en unos afios si las cepas que la compcnen no se conresponden con la 
epidemia local existente. 

Hasta el momento, las vacunas de VME han sido m^s utilizadas que cualquier otra 
vacuna del serogrupo B y son litiles en el contexto de los brotes de la enfemiedad 
causada por un solo tipo de cepa. 

20 Los lnmun6genos responsables de la reactividad cruzada inducida por este tipo de 
preparados no han sido completamente caracterizados, y muclios antfgenos presentes 
en estos preparados restan por ser Identlflcados. Estudios realizados con los sueros 
provenientes de ensayos dfnicos del Institute Finlay y el NIPH. sugieren que los 
anfcuerpos contra la protefna de dase 1 (PI, tambiSn llamada PorA) y Opc (otra PME 

25 mayoritaria) (Wedege E, et al. 1998. immune Responses against Major Outer 
Membrane Antigens of Neisseria meningitidis In Vacanees and Controls Who 
Contracted Meningococcal Disease during the Norwegian Semgmup B PmtecUon 
Trial. Infect Immun. 66(7): 3223-31), son importantes medladores de la actividad 
bacteridda del suero (fundamentalmente PI) y en ambas protefnas se observ6 una 

30 marcada variabilldad de cepa a cepa. 

La protefna PI es un antfgeno con un significativo nivel de variabilldad, el cual parece 
experimenter variad6n continue entre y durante los brotes (Jelfe J, et ai. 2000. 
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Sequence Variation In the porA Gene of a Ctone of Neisseria meningitidis during 
Epidemic Spread Clin DIagn Lab Immunol. 7(3):390~5) y hada el cual van dirigldos 
predomlnantemente los anticuerpos bacteriddas despu§s de la vacunacl6n (y despu^ 
de la enfermedad). por lo que la protecddn product© de la Inmunizaddn con vacunas 
5 de VME de una sola cepa (monovalentes), las cuales pudleran ser serosubtipo 
especffica (por ejempio dependientes del tipo de P1), se hace cuestionable. Para 
resolver este problema se desarroll6 una vacuna de VME en Holanda, (RIVM) que 
contenia P1 de seis aislamientos patog6nlcos diferentes (Van Der Ley P and Poolman 
JT. 1992. Construction of a multivalent meningococcal vaccine strain based on the 

10 class 1 outer membrane protein. Infect Immun. 60(8): 31 56-61, Claassen I, et al. 1996. 
Production, characterization and control of a Neisseria meningitidis hexavalent class 1 
outer membrane protein containing vesicle vaccine. Vacdne. 14(10):1001-8). En este 
case las vesfculas fueron extraidas de dos variantes de la cepa H44/76, 
gen6ticamente manipulada para expresartres protelnas PI independientes. 

15 La bQsqueda de un antigeno universal 

Aunque las protelnas de membrane externa (PME) pueden indudr una respuesta 
inmune fundonal contra el serogmpo B, ninguna de las vacunas confiere una 
proteccion universal, debido a la gran heterogeneidad de las regiones expuestas en la 
superfide de las PME. La discreta reactlvidad cruzada indudda por las vacunas de 

20 veslculas de membrane externa (VME) ha incentivado la bOsqueda de un antigeno de 
membrana externa (o de un grupo de antfgenos), que induzca anticuerpos fundonales 
y este presente en todas las cepas del meningococo. Estos antlgenos deben ser la 
base para una vacuna antimeningocdcdca realmente universal, la cual eliminar^ el 
potendal problema de la modificad6n capsular en las cepas patog6nicas, despu6s de 

25 la vacunad6n con polisacdrido. 

Debido a la varlabllldad de la protelna inmunodominante PI, su uso en una vacuna 
universal este limitedo. y por tento otras PME mayoriterlas fueron consideradas 
candidates para una vacuna y muchas de ellas se encuentran en desarrollo. Algunas 
de las que han sido induldas son: protelnas de dase 5 (Opc), NspA y protelnas 

30 reguladas por hienro (TbpA y B. FbpA y FetA). TbpB fonria parte del complejo de unl6n 
de transfenlna, junto con TbpA. Redentes trabajos sugieren que la TbpA tiene una 
fund6n m^s importente en la uni6n al hierro (Plntor M, et al. 1998. Analysis of TbpA 
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and TbpB functionality in defective mutants of Neisseria meningitidis, 
J Med Microbiol 47(9): 757-60) y es un inmunog6no mSs efectivo que la TbpB. 
Una PME minoritaria, altamente conservada. ha sido descubierta a trav6s de una 
tecnica novedosa, la que consiste en emplear combinaciones de PME provenientes de 
5 diferentes cepas para inmunizar ratones (Martin D. et ai, 1997. Higtily Conserved 
Neisseria meningitidis Suriace Protein Confers Protection against Experimentai 
infection. J Exp Med 185 (7): 1173-83). Se utilizaron c6lulas B de ratones inmunizados 
para producir hibridomas. y los mAbs se examinaron para evaluar la reactividad 
cruzada contra miiltiples cepas del meningococo. Como resultado se encontrb un 

10 anticuerpo monoclonal con reactividad cruzada que reconoci6 una PME de 22 kDa y 
fue designada comp NspA. La Inmunizaci6n con la protefna NspA indujo respuesta de 
anticuerpos bacteriddas en ratones contra las cepas de los gmpos A hasta C y 
tambi6n protege contra la infecddn meningoc6ccica letal (Martin D, et al. 1997. l-iighly 
Conserved Neisseria meningitidis Surfyce Protein Confers Protection against 

15 Experimental infection. J Exp Med 185 (7): 1173-83). La comparaclon de secuendas 
de NspA. gen6ticamente divergentes, demostnS que la protefna estd altamente 
conservada (97% homologfa) (Cadleux N, et al. 1999. Bactericidal and Cross- 
Protective Activities of a Monoclonal Antibody Directed against Neisseria meningitidis 
NspA Outer Membrane Protein. Infect Immun 67 (9): 4955-9). 

20 La presenda de NspA se detectd por ELISA en un 99.2% de las cepas testadas 
pertenedentes a los serogrupos desde la A hasta la C, utilizando anticuerpos 
monodonales (Martin D, et al. 1997. Higtily Conserved Neisseria meningitidis Surface 
Protein Confers Protection against Experimental Infection. J Exp Med 185 (7): 1173- 
83). Se ha comprobado que estos anticuerpos monodonales presentan actividad 

25 bacteridda contra numerosas cepas del meningococo y son capaces de reduclr la 
bacteriemla provocada por este microorganlsmo en un modelo murino 
(Cadieux N, et al. 1999. Bactericidal and Cross-Protective Activities of a Monoclonal 
Antibody Directed against Neisseria meningitidis NspA Outer Membrane Protein. 
Infect Immun 67 (9): 4955-9). Aunque estos resultados sugieren que la NspA es un 

30 prometedor candidate vacunal capaz de conferlr proteccldn contra varies serogrupos, 
un suero policlonal de rat6n contra la protefna recombinante, no se asocid a la 
superficie en un 35% de las cepas de meningococo del serogrupo B, a pesar de la 
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presenda del gen nspA en estos organismos (Moe GR et ai 1999. Differences in 
Surface Expression of NspA among Neisseria meningitidis Group B Strains. Infect 
Immune? (11): 5664-75). 

Presentacidn de los antigenos y la formulacidn de la vacuna. 

5 Los primeros trabajos suglrieron que la fomna en que los antfgenos eran presentados 
era muy importante para generar una respuesta Inmune. Los epitopes presentes en las 
protefnas que se encuentran unidas a la membrana, en muchos cases, dependen de 
la con^ecta estructura terciaria y la misma a su vez, depende frecuentemente de los 
dominlos hidrofdbicos unidos a la membrana. Este efecto se ha demostrado en 

10 preparaciones de PME que resultan inmunog6nicas en humanos, sdio cuando se 
presentan en fomna de vesfculas (Zollinger WD, et ai 1979. Complex of 
meningococcal group B polysaccharide and type 2 outer membrane protein 
immunogenic in man. J Clin Invest 63 (5): 836-48, Zollinger WD. et at. 1978. Safety 
and immunogenicity of a Neisseria meningitidis type 2 protein vaccine in animals and 

15 liumans. J Infect Dis 137 (6): 728-39). 

Durante d§cadas se han utiiizado vacunas Integradas por una sola protelna y 
generalmente han mostrado buena estabilidad, pero la misma puede variar si se 
requiere la presentaci6n de las protefnas en forma de vesfculas para lograr que los 
antfgenos pennanezcan unidos a la membrana. La inmunogenicidad y reactogenicidad 

20 de las VME puede variar con alteraciones en la cantidad de protefnas y LPS 
eliminadas durante el proceso de purificacidn. La construccl6n de vesfculas 
liposomales sintSticas permite la optimizaci6n y estandarizacidn de dichas vacunas 
(Christodoulides M, et ai 1998. Immunization with recombinant class 1 outer- 
membrane protein from Neisseria meningitidis: influence of liposomes and adjuvants 

25 on antibody avidity, recognition of native protein and the induction of a bactericidal 
immune response against meningococci Microbiology 144(R 11):3027-37). Es decir, 
las PME han sido presentadas en forma de vesfculas y como protefnas expresadas 
con un elevado grado de pureza, y en ambos cases se ha logrado desanrollar 
respuesta de anticuerpos. La inyeccidn intramuscular de la vacuna antimenlngoc6cdca 

30 ha sldo la vfa utilizada que permite la produccidn de Inmunoglobulina G (IgG) 
sistSmica, aunque es importante la producci6n de IgA secretora, ya que durante la 
infecddn meningoc6ccica la invasi6n al hospedero ocurre por la vfa del epitelio nasal. 
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Secuenciacidn del genoma de N. meningitidis 

La secuenciacidn del genoma de MC58 (una cepa de meningocopo del serogrupo B) 
(Tettelin H. et ai 2000. Complete Genome Sequence of Neisseria meningitidis 
Serogroup B Strain /WC58. Science 287 (5459): 1809-15172) y de Z24gi (una cepa de 

S serogmpo A) (Parkhili J, et a/. 2000. Complete DMA sequence of a serogroup A strain 
of Neisseria meningitidis Z2491. Nature 404 (6777):502-6173) fueron publicadas 
durante el afio 2000. La disponibilidad de las secuencias de ADN tiene una gran 
influenda en la investigaci6n de una vacuna antimeningoc()ccica. Mientras la 
secuenciacidn del genoma de MC58 continuaba su desan-ollo, Pizza y colaboradores 

10 comenzaron identificando los marcos abiertos de lectura (ORFs) que fueron predichos 
para codificar las protefnas expuestas en la superficie, unidas a membrane y las que 
se exportan. Este grupo de investigadores identificaron 570 ORFs, amplificados a 
travSs de la reaccidn en cadena de la polimerasa y los clonaron en Escliericfiia coll, 
para permitir la expresi6n de protefnas de fusi6n con cola de histidina o glutati6n S- 

15 transferasa (Pizza M, et al, 2000. Identification of Vaccine Candidates Against 
Serogroup B Meningococcus by Wtioie-Genome Sequencing. Science 287 (5459): 
1816-20). El 61% (350) de los ORFs seleccionados fueron expresados exitosamente, 
en la mayorla de los cases aquellos que no iograron expresarse, tenfan m^s de un 
dominio hidrof6bico de transmembrane. Las proteinas recombinantes fueron 

20 purificadas y se utilizaron para inmunizar ratones. Los sueros obtenidos fueron 
evaluados por ELISA, citometrfa de flujo y se les determin6 la actividad bactericida 
contra 2 cepas. Posteriormente se seleccionaron 7 protefnas que en los 3 ensayos 
resultaron posifaVas. Las fomnulaciones vacunales empleando algunas de estas 
protelnas combinadas con adyuvantes, Indujeron tftulos significativos de anticuerpos 

25 bactericides contra la cepa hom6loga (MC58). pero ninguno de ellos fue tan alto como 
los inducidos por una vacuna de VME de esta misma cepa (Giuliani MM, et al 2000. 
Proceedings 12th I PNC. p. 22). Por otro lado, existen evidencias de que 
combinaciones de estas protefnas resultan mds inmunog^nicas que cada protefna por 
separado (Santini L etal 2000. Proceedings 12th IPNC. p. 25). Los numerosos ORFs 

30 excluidos en ese trabajo, quizes por la falta de la expresidn proteica o por 
modificadones de las propiedades inmunoldgicas, necesitan una investigacidn mds 
profunda. 
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Los componentes de una vacuna deben selecdonarse en base a la contribucidn de los 
antfgenos en la patogSnesis de N. meningitidis. Los antfgenos por sf solos pueden ser 
efectivos candidatos vacunales, o altemativamente, los mutantes atenuados pueden 
ser considerados integrantes de una vacuna. 
S En este sentido, el empleo de candidatos cuya secuencia este altamente conservada 
Incluso entre diferentes gdneros de microorganismos pat6genos, podria resultar una 
soluci6n a las afectaciones producidas por los mismos en caso de que generen una 
conveniente respuesta por parte del sistema inmune. 

El objetivo t^cnico que se persigue con esta invenci6n es precisamente el desanrollo 
10 de fbrmulaciones capaces de elevar y/o ampliar la respuesta inmune del organismo 
contra varies patdgenos o contra un espectro amplio de varledades del mismo, siendo 
estos pat6genos de cardcter parasitario, bacteriano, viral, canceroso u otro. 

Descripci6n detallada de la invencldn 
15 En el trabajo objeto de la presente invenci6n se reporta por primera vez el uso de la 
protefna NMB0928 como componente de una formulaci6n vacuna! de cardcter 
terapeiitico o preventive contra la enfennedad meningoc6ccica o de cualquier infeccidn 
provocada por un miembro del genero Neisseria, 

El car^icter novedoso de esta invencibn reside en el uso, previamente no reportado, de 
20 la proteina NMB0928 en fomriulaciones con nuevas propiedades, capaces de inducir 
una respuesta inmune sist6mica y mucosal de amplio espectro protector, dado el 
car^cter conservado de esta protefna en diferentes aislamlentos de Neisseria 
meningitidis y Neisseria gonorrhoeae. 

25 DESCRIPCION DE LAS FIGURAS 

Figura 1. Vector pM100 empleado en el clonaje y la expresldn de la protefna 
NMB0928. pTrip, promoter triptdfeno; N-term P64k. fragmento N-tenninal de la P64k; 
T4 Terminator, temnlnador de la transcripci6n del bacteri6fago T4, 

30 

Figura 2. Construcddn final obtenida del clonaje de la secuencia nucleotfdica 
con-espondiente al gen NMB0928 en el vector pM100. 
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Figura 3. Andlisis mediante SDS-PAGE de las fracdones obtenidas en la mptura celular. 
carril 1, sobrenadante de ruptura; carril 2, predpitado de mptura. 

S Figura 4. Andlisis mediante SDS-PAGE del proceso de solublHzad6n de la protefna 
NMB0928 a partir del predpitado de mptura: (A) carril 1, predpitado de mptura; canil 2, 
predpitado del lavado con soluddn tampdn TE1X que convene urea 3M ; carril 3, fracddn 
soluble del lavado; (B) caml 1, sobrenadante de solubi!lzad6n con solud6n tampdn TE1X 
que contiene urea 6M; canil 2, predpitado de solubilizaddn. 

10 

Figura 5. Niveles de anticuerpos (IgG) contra la protefna recombinante NMB0928, 
obtenidos al inmunizar ratones con el mismo anUgeno por via intranasal o 
intraperitoneal. Se representan los resultados obtenidos en un ensayo tipo ELISA, que 
fueron expresados como el inverse del t(tulo, calculado como la dilucldn de la muestra 
IS donde se duplica la densidad 6ptica de la muestra preinmune. 

Figura 6. Reconocimiento por Western blotting de la protefna NMB0928 presente en 
las PME de N. meningitidis utilizando sueros de ratones inmunizados con la protefna 
recombinante: La flecha indica la banda conrespondiente a la protefna NMB0928 
20 inmunoidentificada. 

Figura 7. Respuesta de anticuerpos IgA contra la protefna recombinante NMB0928, a 
nivel mucosal, en ratones inmunizados con el antfgeno por vfa intranasal. Los 
resultados se expresan como el inverse del titulo, calculado como aquella dilucibn de 
25 la muestra donde se duplica la densidad 6ptica de la muestra preinmune. 
(A) Respuesta de anticuerpos IgA en saliva. (B) Respuesta de anticuerpos IgA en 
iavados pulmonares 

Figura 8. Resultados de la bQsqueda de simllitud entre el gen NMB0928 ("query") y las 
secuencias anotadas de los genomes de diferentes serogmpos de Neisseria 
30 meningitidis ("Sbjcf ) empleando el programa BUKST. 
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FIgura 9. Reconocimiento de la protefna NMB0928 en diferentes cepas de N. 
meningitidis, por sueros producidos contra el antfgeno recombinante. En el grtifico s6lo 
se muestran los vaiores obtenidos cuando se inmuniz6 con la protefna semipurificada 
por via intraperitoneal, aunque en el resto de los cases se observd un comportamlento 
5 similar. Los resultados fueron expresados como el inverse del tftulo. calculado como la 
diluci6n del suero donde se duplica la densidad 6ptlca del suero preinmune. 

Figura 10. Comparaci6n entre los sueros obtenidos inmunizando con la protefna 
obtenida por dos procedimientos, administrada por vfa intraperitoneal, en el 
experimento de protecci6n pasiva contra infecci6n meningoc6ccica, en el modelo de 
10 rata infante. 

Figura 11: Reconocimiento de la protefna NMB0928, y de un panel de antfgenos no 
relacionados, por los mAbs generados (mAbs E45-8-15. 2G23-12). PI, protefna de 
clase 1 de Neisseria meningitidis cepa B:4:P1.15; P64k. subunidad E3 de la enzlma 
piruvato deshidrogenasa de Neisseria meningitidis-, TT, toxoide tetdinico; HBsAg, 
IS antfgeno de superficie del virus de la Hepatitis B. 

Figura 12. Reconocimiento de la protefna NMB0928 por sueros de paclentes 
convalecientes de la enfermedad meningoc6ccica. Como control negative se 
emplearon sueros de donantes sanos. Los resultados se representan como la 
absorbancia (492nm) en un ensayo tipo ELISA. 

20 Figura 13. Tftulos de anticuerpos anti-p§ptido JY1 oon^espondientes a los sueros de 
los animates inmunizados con el p§ptido libre (JY1). la protefna recombinante 
(NMB0928) y el conjugado JY1-NMB0928. 

Ejemplos. 
25 EJempIo 1 

Deteccldn de la protefna NMB0928 en preparaciones de vesfculas de membrana 
externa de Neisseria meningitidis, serogrupo B. 

Con el objetivo de estudiar las protefnas presentes en preparaciones de vesfculas de 
membrana extema de Neisseria meningitidis serogrupo B (cepa B:4:P1.19,15), se 
30 realiz6 una electroforesis bidimensional segiin lo descrito en la literatura (GOrg A, 
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etal, 1985. Electrophoresis 6:599-604). A continuad6n se realize una digesti6n 
enzim^tica de las protelnas extraldas del gel empleando la enzima tripsina (Promega 
,Madison, Wl. E.U). Los p6ptidos generados durante la digestibn fiieron extrafdos de la 
solucibn empleando microcolumnas (ZipTips. Millipore. MA. E.U). Previo al andlisis por 
5 espectrometrfa de masas los p6ptidos fueron elufdos de las microcolumnas con 
solucibn de acetonitrilo al 60% y 1% de ^cldo f6miico e Inmediatamente la mezcia se 
carg6 en nanoagujas (Protana. Dinamarca). 

Las mediciones se reallzaron en un espectrbmetro de masas hfbrido con cuadmpolo y 
tiempo de vuelo (QTof-2™ ^Manchester, Reino Unido), equipado con una fuente de 
10 ionizacidn (nanoESI). Los espectros de masas fueron adquiridos en un range de m/z 
desde 400 hasta 2000 en 0.98 segundos y utilizando 0.02 segundos entre cada uno de 
los bam'dos. La adquisicidn y procesamiento de los dates fue realizada a trav6s del 
programa MassLynx (versi6n 3.5, Micromass). 

La Identificacidn de protefnas basada en los espectros ESI-MS se realiz6 empleando 
15 el programa Propound (Zhang W and Chalt BT. 2000. Propound: an expert system for 
protein identification using mass spectrometric peptide mapping information. Anal 
Chem 72:2482-2489. http://prowl.rockefeller.edu/cgi-bin/ProFound). La bCisqueda se 
subscribid a las secuendas de genes y protefnas de bacterias contenidas en las bases 
de datos SwissProt (http://www.ebi.ac.uk/swissprot/) y NCBI 
20 (http://www.ncbi.nlm.nih.gov/). considerando la oxidadbn de metioninas, la 
desamidacian y la carboxiamidometilad6n de cistefnas como posibles modificadones 
presentes. 

La identificadbn de las protefnas basada en los espectros MS/MS se realize a trav6s 
del programa MASCOT (Perkins DN, et al. 1999. Probabllity-based protein 
25 identification by searching sequence databases using mass spectrometry data. 
Electrophoresis 20:3551-3567. http://www.matrixscience.com/). Entre los partimetros 
de bCjsqueda se induy6 la modificaddn de dstefnas asf como las posibles oxldaciones 
y desamidaciones. 

A partir del andlisis de los datos obtenidos de la identificad6n de las protefnas 
30 presentes en preparadones de vesfculas de membrana externa se selecdond para 
evaluar como posible candidate vacunal a la pretefna NMB0928, de la cual fue 
identificade mediante espectrometrfa de masas 1 p6ptido. 
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Ejempio 2 

Identificacidn del producto del gen nmb0928 como la lipoprotefna-34 de 
Neisseria meningitidis 
5 Para la identif!caci6n de la protefna NMB0928, se reaiizb una bOsqueda de similitud de 
secuenclas en la base de datos del NCBI empleando el programa BLAST (Altschul SF, 
et ai 1990. Basic local alignment search tool. J Mol Biol 215:403-410, 
ht^://wvvw.ncbi.nlm.nih.gov/BLAST/). Los resultados de este procedimiento indicaron 
homologfa, adem^s de con las conrespondientes protefnas de otros serogrupos de 

10 Neisseria, con las de varies microorganismos entre las cuales se encuentra la 
lipoprotefna-34 codificada por el gen nIpB de Escherichia coll, identificada en el afto 
1991 la cual se demostr6 que se fracciona en los proteoliposomas de membrana 
externa (Bouvier J, Pugsley A.P and Stragler,P. 1991. /\ gene for new lipoprotein in the 
dapA'purC interval of the E. coll chromosome, J Bacterid 173(17):5523-31) 

15 La conservacidn de esta protefna en el genoma de varies gSneros microbianos, ha 
dado lugar a que se reOnan como gmpo de protefnas ort6logas en un dominio 
conservado reportado en la NCBI lgnl|CDD|12651, COG3317. NIpB, Uncharacterized 
lipoprotein (Cell envelope biogenesis, outer membrana)], lo cual indlca un comCin 
ancestro filogen^tico para todas ellas. 

20 El andlisis de la vecindad de estos genes empleando la base de datos MBGD 
(Uchlyama. I. 2003. MBGD: microbial genome database for comaprative andlisls. 
Nucleic Acids Res. 31, 58-62.). revel6 uha significativa simiiitud en la organizadbn 
gdnica, por lo que se identified a la protefna NMB0928 como la lipoproterna-34 (NIpB) 
de Neisseria meningitidis. 

25 Ejempio 3 

Clonaje y expresl6n del gen NMB0928, codiflcante para la protefna NiUIB0928 de 
N. meningitidis en Escherichia coll. 

Para reaiizar el donaje y la expresidn del gen NIVIB0928 se utiliz6 el vector pi\/l-100, 
dicho vedor pemnlte reaiizar el clonaje empleando diferentes enzimas de restricd6n, y 
30 obtener elevados niveles de expresi6n de protefnas heterdlogas en fbrnria de cuerpos de 
indusidn citoplasmdticos en £ coll. 
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El vector pM-100 (Figure 1) cuenta con los siguientes elementos prindpales: promotor 
triptafano, secuenda correspondiente al segmento estabilizador N-terminal del antlgeno 
P64k de A/, meningitidis cepa B:4:P1. 19,15 codlficante para 47 a.a, secuenda 
conrespondiente al tenninador de la transcripci6n del bacteridfago T4 y secuenda 
5 correspondiente al gen que confiere reslstenda a ampicilllna como marcador de 
selecd6n. 

A partir de la secuencia nudeotfdica con-espondiente al gen que codifica para la protefna 
NMB0928 (Ejempio 1) se procedi6 a diseftar un par de oIigonude6tidos (7740 y 7741) 
para amplificar el segmento de dicho gen sin la secuencia que codifica para el p6ptido 
10 senal, utillzando el ADN gen6mlco de la cepa B:4:P1. 19,15. 

Balll 

7740: 5' GCAGATCITGGCAGCAAAACCGAAC 3' 
(No. Identificad6n de secuenda: 1) 

15 

EcoRV 

7741: 5' ATGfiMlATCCTCAGCTCGAGATGGAG 3' 
(No. Identificaddn de secuenda: 2) 

20 

Para la predicd6n del pSptido senal se utilizaron los mStodos descritos en el SignalP 
World Wide Web server (httD://www.cbs,dtu.dk/services/S!QnalP-2.Q^ . 
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A continuacibn de la amplificaci6n del gen de la protefna NMB0928 mediante la 
reacci6n en cadena de la polimerasa (RCP) (Randall K, et al. 1988. Sdence 
42394:487-491) utilizando los oligonucle6tidos 7740 y 7741. se diglrid dicho producto 
de RCP empleando las enzimas Bgill y EcoRV, y se clon6 en el vector pM-100 
5 digerido prevlamente de la misma fomna. La constoiccibn final obtenida se muestra en 
la Figura 2. la protelna NMB0928 se expresa fusionada con el segmento N-tenninal de 
la P64k. La secuenciaci6n del segmento del gen NMB0928 clonado se realiz6 
empleando el secuenclador automitico ALFexpressll (Tenno Sequenase™ Cy™ 5 Dye 
Tenninador Kit Amersham Biosciences) y los oligonucleotidos 1573 (No. Identificaci6n 
10 de secuencia: 8) y 6795 (No. Identificacl6n de secuencia: 9), que hibridan en la 
secuencia correspondiente al segmento estabilizador de la P64k y en el tenninador de la 
transcripcidn del bacteii6fago T4, respectivamente. El plasmidio obtenido se nombr6 
pM-242 para su posterior utilizaci6n. 

Para la expresldn del gen NMB0928 se transfomrib por el m6todo qufmico la cepa de 
15 £ coll GC 366 con el plasmidio pM-242 (Rgura 2). El experimento de expresion se 
realiz6 en medio mfnimo salino M9 (Miller JH. 1972. Experiments in Molecular Genetics, 
Cold Spring HariDor Laboratory Press, NEW Yori<. USA) suplementado con gllcerol al 1 %, 
hidrolizado de casefna al 1%. CaCfe 0.1 mM, MgS04 ImM y ampicillina 50 ug/mL Los 
cultivos se incubaron durante 12 h a 37X a 250 r.p.m. Al cabo de este tiempo se 
20 centrifugaron y se realizd la ruptura del precipitado celular mediante dismpddn sdnica 
(IKA LABORTECHNIig. Fracdones de sobrenadante y precipitado obtenidas fueron 
analizadas mediante electroforesis desnaturalizante en geles de poliacrilamida (SDS- 
PAGE) (Laemmli UK. 1970, Cleavage of structural proteins during the assembly of ttte 
head of bacteriophage 74. Nature 277:680) y tinddn con Azul Brillante de Coomassie R- 
250; analizdndose el pordento de expresldn mediante densitometrfa del gel (LKB 
Bromma 2202 Ultrascan laser densitometer Amersham Pharmada Biotech. Reino 
Unido). La protefna NMB0928 se obtuvo en el predpltado de ruptura, representando un 
60% del total de las protefnas presentes en esta fraccl6n (Figura 3). A continuad6n el 
predpitado se Iav6 con una solud6n tamp6n TE IX (Tris-hidroximetil amino metano 
10mM, Sddo etilendiamino tetrac^tico ImM. pH 8) que contiene urea 2M con lo cual 
algunos contaminantes pasaron al sobrenadante en tanto la protefna de Interns 
permanecfa en el predpitado (Rg 4A). Luego dicho predpitado se soIubiliz6 con una 
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soluddn tamp6n TE1X que contenfa urea 6M, pasando la protefna NMB0928 a la 
fracd6n soluble que se dializ6 contra una soluddn famp6n TE1X obtenl6ndose 
finalmente con un 70% de pureza como se puede observer en la Rgura 4B. 
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Ejemplo 4 

Evaluacidn de la respuesta inmune induclda por la protefna NMB0928 por vfa 
intraperitoneal e intranasal. 

Para evaluar la inmunogenicidad de la protefna NMB0928, se disefid un esquema de 
Inmunizaci6n en ratones, en el que se administrd la misma protefna obtenida por dos 
m6todos diferentes. El primero consistl6 en extraer la banda de un gel de 
poliacrilamlda (Castellanos L, etal. 1996. A procedure for protein elution from reverse- 
stained poiyarcylamide gels applicable at the lowpicomole level: An alternative route to 
the preparation of low abundance proteins for microanalysis. Electroforesis 17: 1564- 
1572) y el segundo se refiri6 en el Ejemplo 3, cuyo producto se denoto como protelna 
semipuriflcada. 

Con estas preparaciones se Inmunlzaron ratones Balb/c hembras, de 8 a 10 semanas 
de edad, los cuales fueron divldidos en 4 grupos de 8 ratones cada uno. Se realizaron 
3 inmunizaciones por vfa Intranasal o intraperitoneal, separadas por un Intervale de 15 
dfas. La protefna administrada por vfa Intraperitoneal fue mezclada con adyuvante de 
Freund. En la Tabia 1 se describe la composici6n de los grupos: 



Gnjpos 


Prot. extralda del gel 


Prot semipuriflcada 


Ruta 


1 


SOpg 




I.n 


2 




SOpg 


i.n 


3 


10|jg 




Ip 


4 




lOjjg 


i.p 



Tab 



25 



Los titulos de anticuerpos (IgG), contra la protelna recombinante y la protefna 
hom6Ioga presente en la bacteria se detennlnaron mediante un ensayo tipo ELISA en 
sueros obtenidos despu6s de la tercera inoculacidn En la Figura 5 se muestran los 
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tltulos de anticuerpos de cada uno de los animales contra la protefna recomblnante. 
Despu6s de la segunda inoculacibn se detectan niveles de anticuerpos, aunque 
fueron superiores luego de la tercera Inoculaclbn. Tambi6n se realizd la jdentificaci6n 
inmunol6gica per Western blotting, detectdndose el reconoclmiento de la banda 
5 correspondiente a la protefna. Los grupos inmunizados por vfa intraperitoneal 
presentaron tftulos de anticuerpos significativamente superiores a los grupos 
inoculados por vfa intranasal. Para el an^lisis estadistico de los resultados se utiliza el 
m6todo no parametrlco de analisis de varianza de clasificaci6n simple por ranges de 
Kmskal-Wallis, debido a que las varianzas entre los grupos no eran homog6neas 
10 segOn la Pmeba de Bartlett. En la comparacibn de las medias de los tratamientos. en 
las combinaciones necesarias. se emple6 la prueba de comparaci6n multiple de 
Dunn. 

Los sueros obtenidos despu§s de inmunizar con la protefna recombinante 
reconocieron a la protefna natural presente en un preparado de protefnas de 
15 membrana externa (PME) de la cepa CU385. Estos resultados son expuestos en la 
Figure 6. 

Para analizar la respuesta a nivel mucosal se evaluaron muestras de saliva y lavados 
pulmonares. En la Figure 7 s6lo se muestran los grupos inmunizados por vfa intranasal 
y se observe un incremento en el titulo de IgA en el gmpo al cual se le administr6 la 
protefna semipurificada. 

EJempIo 5 

Caracterizacidn de la secuencia del gen codiflcante para la protefna NIVIB0928 
en distlntas cepas de N. meninglildls. 

Para analizar la consen^aci6n de la secuencia del gen codificante para la protefna 
NMB0928 en las especies pat6genas del g6nero Neisseria se realizd una bCisqueda 
de simllitud con los genomes de Neisseria meningitidis (serogrupos A, B y C) y 
Neisseria gononfioeae anotados en la base de dates del NCBI (NC 003116.1. 
NC 003112.1, NC 003221. NC 002946 SANGER 13572QICQntia1^ empleando el 
programa BLAST (Altschul SF, et al. 1990. Basic iocal aiignment searcl) tool. J Mol 
Biol 215:403-410, fittD:/yWww.ncbi.nlm.nih.Qov/BLAST/) , La Figura 8 muestra los 
resultados de la comparacidn de secuencias para aquellas secuenclas que producen 
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un alineamiento significatrvo en cada uno de los genomas analizados. Dichas 
secuencias presentan un 98% de identidad en los serogrupos A y C, un 99% de 
identidad en el serogmpo B y un 96% de Identidad con Neisseria gonorrlioeae, con la 
secuencia obtenida del gen que codifica para la protefna NMB0928 (No. Identlficad6n 
5 de secuencia: 3). Adicionalmente se detennind la secuencia nucleotfdica del gen en 
cuesti6n para 3 alslamientos cubanos (No. Identificacibn de secuencia: 5-7) 
pertenecientes al serogrupo B (B:4:P1. 19,15) y se realiz6 un alineamiento de 
secuencia empleando el programa ClustalX (http://www.ebi.ac.ul</clustalw/) . Los 
resultados del alineamiento evidencian que existe una gran conservaci6n en la 
10 secuencia nucleotfdica del gen NMB0928 entre las distintas cepas analizadas. 

El empleo de la protefna NI\/IB0928 como candidate vacunal. tomando en cuenta el 
alto grado de similitud existente entre las secuencias anteriormente citadas, pennitirfa 
generar una respuesta inmune efectiva, y de amplio espectro de proteccion (producto 
de la reactividad cruzada). contra la enfemnedad meningocc6cica. 

15 

Ejempio 6 

Caracterizacl6n de la respuesta inmune de amplio espectro de acci6n inducida 
per la inmunizaci6n de ratones Balb/c con la protefna NMB0928. 

Con el objetivo de evaluar si la inmunizacidn con la protefna NMB0928 Induce una 
20 respuesta de amplia reactividad cruzada con otras cepas de Neisseria, se realiz6 un 
ensayo tipo ELISA en el que las placas de poliestireno se recubrieron con c^lulas 
totales de 7 cepas de Neisseria pertenecientes a diferentes serotipos y serosubtipos. 
Las placas se Incubaron con la mezcla de los sueros obtenidos contra la protefna 
NMB0928 por dos rutas de inmunizaddn, segCin se describe en el Ejempio 4. 
25 En la Figura 9 se muestran los resultados obtenidos con los sueros produddos contra 
la protefna semipurlficada administrada por la ruta intraperitoneal. Como se observa 
los sueros inmunes reconocieron la protefna presente en diferentes cepas, con niveles 
semejantes al encontrado en la cepa CU385. El resto de los sueros tuvieron un 
comportamlento similar en este ensayo. 

30 

Ejempio 7 
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Protecclon inducida por los sueros murinos generados contra la protefna 
NMB0928, contra cepas homdiogas y heter6logas, en el modelo de rata infente 

Para determinar la actividad funcional de los antisueros obtenldos, se realiz6 un 
ensayo de proteccl6n en el modelo de Infeccidn meningoc6cclca en ratas infentes. En 
5 dicho ensayo se emplearon 24 ratas de 5 a 6 dfas de nacidas, divididas en gmpos de 
6 animales cada uno. 

Se detemriin6 si los sueros que se administraron por la njta intraperitoneal protegfan a 
las ratas de la infecci6n por la bacteria (cepa CU385), Inoculada por la misma ruta una 
hora despu6s. Los sueros de cada grupo de ratones inmunizados se mezclaron antes 
10 de ser inoculados en ratas infantes y se diluyeron 1/10 en PBS est6ril. Cuatro horas 
despu6s del reto, los animales se sacrificaron y se hizo un conteo de las bacterias 
viables en la sangre. 

Para la interpretacion de los resultados se realiz6 un An^lisis de Varianza (Anova) 
seguido de un andlisis de comparaci6n mOltiple de Dunnet, donde se comparan los 
15 gnjpos en estudio con el control negative. Como se observe en la Figure 10 los grupos 
que recibieron los antisueros contra la protefna NMB0928 mostraron diferencias 
significativas respecto at control negative, o sea ftieron protectores en este modelo. 
Un ensayo similar fue realizado infectando las ratas infantes con las cepas Mg82 y 
120/90, aisladas de pacientes en Cuba, cuya clasificacidn seroldgica es homdioga a la 
20 cepa B385. AdemSs, se realizaron experimentos de reto con las cepas 233 (C:2a: 
P1.5) del serogrupo C y la cepa H44/76 ( B:16,P1.7,16) del serogrupo B, En todos los 
cases los antisueros protegleron a las ratas infantes contra la infecci6n 
meningoc6cdca. 

Ejempio 8 

Gieneracl6n de antlcuerpos monoclonales contra la protefna NMB0928 capaces 
de medlar actividad bactericlda contra Neisseria meningitidis 
Con el objetivo de generar anticuerpos monoclonales (mAbs) especfficos contra la 
protefna NMB0928, y estudiar su capaddad funcional de medlar actividad bacteridda 
contra cepas homblogas y heterblogas de N. meningitidis, se emple6 en un esquema 
de inmunizad6n una preparad6n de la protefna NMB0928 con un pordento de pureza 
superior al 70% (EJempIo 3). El esquema de inmunizaddn se realizd en ratones Balb/c 
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(H-2^ , sexo femenino, 5-6 semanas) y contd con un total de 4 dosis distribuidas de la 
siguiente manera: los dfas 0. 15 y 30 del esquema 10 ^g del antfgeno NMB0928 por 
rat6n ( voiumen total 100 jil), admlnistrados por via subcutdnea. emulsificada la 
primera dosis en Adyuvante Completo de Freund, y las restantes dosis con Adyuvante 
5 Incomplete de Freund; dfa 50, 10 del antfgeno por rat6n en soluddn tamp6n fosfiato 
(NaC1 140 mM, KCI 270 mM. KH2PO4 1.5 mM, Na2HP04 x 2H2O 6.5 mM. pH 7.2) por 
vfa intraperitoneal. Las extracciones se realizaron los dfas 0 y 45 del esquema. 
Los esplecnocitos del animal de mejor tituio, evaluados mediante un ELISA Indlrecto 
empleando la protefna Ni\/IB0928 (Ejempio 3) en el recubrimiento. se ftindieron con las 

10 c6lulas de mieloma X63 Ag8 653 y los hibridomas resultantes se aislaron y 
pesqulsaron segiin m§todos establecidos (Gavilondo JV. 1995. Anticuerpos 
Monoclonales: Teoria y Pr^ctica. Elfos Sclentiae, La Habana, Cuba). 
La reactivldad de los anticuerpos secretados por los hibridomas obtenidos contra la 
protefna NI\/IB0928, asf como su reactividad cruzada contra un grupo de antfgenos no 

15 relacionados, se evalu6 mediante un ELISA indlrecto empleando en el recubrimiento 5 
|ig/ml de cada uno de los antfgenos, e igual concentraci6n de cada uno de los mAbs a 
ensayar. La Figura 11 muestra los resultados obtenidos en este experimento, en total 
se obtuvieron 2 clones positives (mAbs E45-8-15 y 2G23-12) que reconocen 
especfficamente la protefna NMB0928, y no a la secuencia aminoacfdica 

20 con-espondiente al segmento N-temi de la P64k, tampoco al resto del panel de 
antigenos no relacionados ensayados. 

Para determinar la capacidad de los mAbs generados contra la protefna NMB0928 de 
medlar respuesta bactericida contra cepas hom6logas y lieter6logas de Neisseria 
meningitidis se realiz6 un ensayo bactericida. El tftulo de anticuerpos bactericidas fue 
25 expresado como el recfproco de la mayor dilucl6n de anticuerpos evaluada, capaz de 
matar el 50% 6 mds de las bacterlas; el mAb 2G23-12 tuvo tftulos bactericidas 
superiores a 1: 128 contra la cepa homdioga B:4:P1.ig.15 y superiores a 1:64 contra 
las cepas heter6Iogas B:15:P1.7,16 y C:2a:P1.5. 

30 Ejempio 9 

Caracterizacidn de las regiones bianco de la respuesta inmune murina contra la 
protefna NMB0928 
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Con el objetivo de identificar las regiones dentro de la protefna, que son m&s 
reconoddas por los antisueros murinos generados contra el antfgeno recombinante se 
realiz6 un ensayo de tipo SPOTScan. Una serie de p6ptidos sobrelapados que cubren 
la secuencia de la protefna se sintetizaron sobre un soporte de celulosa y la 
5 membrana se incubb con una mezda de sueros dllufda 1:100. La reaccl6n antfgeno- 
anticuerpo se detect6 mediante la incubaci6n con un conjugado ant'-lnmunoglobulina 
G murina- fosfatasa alcalina, seguido de la adicl6n de una soluci6n que contenfa el 
sustrato Bromo-Cloro-lndolil-Fosfato. 

Se observaron varias regiones antig6nicas comunes presentes en la protelna, con 
10 Independencia de la preparacl6n que se emple6 en la inmunlzaci6n. No obstante, se 
apreci6 que en los gmpos inmunizados con protefna adyuvada con Adyuvante de 
Freund se obtuvo un patr6n de reconocimiento mucho m^is amplio. 

Ejempio 10 

IS RGConocimiento de la protelna NMB0928 por sueros humanos. 

Una baterfa de sueros humanos, provenientes de individuos convalecientes se empled 
en este estudio, que se realiz6 en un ensayo tipo ELISA. Las placas se recubrieron 
con la protefna NMB0928 obtenlda mediante electroforesis preparativa (5 pg/ml). 
Despu6s de bloquear las placas con leche descremada en polvo al 3% en PBS con 
Tween-20, los sueros se diluyeron (1:50) en la misma soluci6n y se Incubaron en las 
placas. El Inmunoensayo proslgul6 como ha sido ampliamente reportado. Como 
control negative se empiearon sueros de donantes sanos. Tambi6n se emple6 como 
control no reladonado una mezcia de sueros de vacunados con vacuna recombinante 
contra la Hepatitis B (datos no mostrados). 

La Figura 12 muestra los resultados obtenidos con 5 sueros de convalecientes en este 
ensayo. Como se aprecia, los sueros humanos reconocieron la protefna lo que indica 
que la misma se expresa durante la infecd6n meningococcica y que es Inmunogenica. 

Ejempio 11 

Protefna NIVIB0928 como portadora de un peptide. 

Para demostrar la capaddad portadora de la protefna recombinante NMB0928. se 
conjug6 a la misma un p§ptido sintStIco de 15 residues aminoacfdicos. derivado de la 
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regi6n V3 de la protefna gp120 del VIH-1, alslamlento JY1. La conjugaddn se rea!lz6 
por el m6todo del glutaraldehfdo. El p^ptido JY1 libra, la protefna recombinante 
NMB0928 y el conjugado JY1-NMB0928, se administrd a ratones adultos en un 
esquema de 3 dosis, donde los inmunbgenos se emulsificaron con Adyuvante de 
5 Freund. Dos semanas despu6s de la tercera dosis se obtuvieron muestras del suero 
de los animales inmunizados, los que se anallzaron por ELISA para determinar los 
niveles de anticuerpos anti-pSptido. Para ello las placas se recubrieron con el p6ptido 
libre (20Mg/ml) y el inmunoensayo prosiguib como se ha descrito previamente. Los 
resuitados del experimento (Rgura 13) evidenclan la capacidad portadora de la 
10 protefna NMB0928. capaz de potenciar significativamente la respuesta de anticuerpos 
contra el p6ptido JY1. tras su conjugaci6n al mismo. 

15 
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LISTA DE SECUENCIAS 

<110> Centro de Ingenierfa Gen6tica y Biotecnologfa 

5 <120> PROTElNA NMB0928 Y SU USO EN FORMULACIONES 
FARMACeUTICAS 

<130> NMB0928 

10 <140> 
<141> 

<160>9 

15 <170>PatentlnVer.2.1 

<210> 1 
<211>32 
<212>ADN 
20 <21 3> Secuencia artificial 

<400> 1 

gcagatettg gcagcaaaac cgaac 25 

25 

<210> 2 

<211>27 

<212>ADN 

<213> Secuencia artificial 

30 

<400> 2 

atggatatcc tcagctcgga atggag 26 

<210> 3 
35 <211>1197 
<212>ADN 

<213> Neisseria meningitidis 
<400>3 

40 atgccgtccg aaccgttcgg acggcataac gcaacaaaca ctttaatatc catcacacag 60 
gatgacacga tgacccatat caaacccgtc attgccgcgc tcgcactcat cgggcttgcc 120 
gcctgctccg gcagcaaaac cgaacagccc aagctcgact accaaagccg gtcgcaccgc 180 
ctgatcaaac ttgaagtccc acctgatttg aacaaccccg accaaggcaa cctctaccgc 240 
ctgcctgccg gttcgggcgc cgtccgcgcc agcgatttgg aaaaacgccg cacacccgcc 300 

45 gtccaacagc ctgccgatgc cgaagtattg aaaagcgtca aaggtgtccg cctcgagcgc 360 
gacggcagcc aacgctggct cgttgtcgac ggcaagtctc ctgccgaaat ctggccgctc 420 
c^aaagcct tttggcagga aaacggcttc gacatcaaat ccgaagaacc cgccatcgga 480 
caaatggaaa ccgagtgggc ggaaaaccgc gccaaaatcc cccaagacag cttgcgccgc 540 
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ctcttcgaca aagtcggctt gggcggcatc tactccaccg gcgagcgcga caaattcatc 600 
gtccgtatcg aacagggcaa aaacggcgtt tccgacatct tcttcgccca caaagccatg 660 
aaagaagtgt acggcggcaa agacaaagac acgaccgtat ggcagccctc cccgtccgat720 
cccaacctcg aagccgcttt cctgacgcgc tttatgcaat atttgggcgt tgacggacag 780 

S caggcggaaa acgcatcggc aaaaaaacct acccttcccg ccgccaacga aatggcgcgt 840 
atcgaaggca aaagcctgat tgtctttggc gactacggca gaaactggcg gcgcaccg^ 900 
ctcgccctcg accgcatcgg gctgaccgtc gtcggtcaaa acaccgaacg ccacgccttc 960 
ctggttcaaa aagccccgaa cgaaagcaat gcagttaccg aacaaaaacc cggcctgttc 1020 
aaacgcctgc tgggcaaagg caaagcggag aaacctgccg aacagccgga ac^attgtc 1080 

10 tatgcagaac ctgtcgccaa cggctcgcgc atcgtcctgc tcaacaaaga cggcagcgca 1 140 
tatgccggca aagacgcatc cgcattat^ ggcaaactcc attccgaact gcgttaa 1 1 97 



<210>4 
15 <211>357 
<212> PRT 

<213> Neisseria meningitidis 
<400>4 

20 Cys Ser Giy Ser Lys Thr Glu Gin Pro Lys Leu Asp Tyr Gin Ser Arg 
15 10 15 

Ser His Arg Leu lie Lys Leu Glu Va! Pro Pro Asp Leu Asn Asn Pro 
20 25 30 

25 

Asp Gin Gly Asn Leu Tyr Arg Leu Pro Aia Gly Ser Giy Ala Val Arg 
35 40 45 

Aia Ser Asp Leu Glu Lys Arg Arg Thr Pro Aia Val Gin Gin Pro Aia 
30 50 55 60 

Asp Ala Giu Val Leu Lys Ser Vai Lys Giy Vai Arg Leu Glu Arg Asp 
65 70 75 80 

35 Giy Ser Gin Arg Trp Leu Vai Vai Asp Giy Lys Ser Pro Ala Giu He 
85 90 95 

Trp Pro Leu Leu Lys Aia Phe Trp Gin Giu Asn Gly Phe Asp lie Lys 
100 105 110 

40 

Ser Glu Glu Pro Ala lie Gly Gin Met Giu Thr Giu Trp Ala Giu Asn 
115 120 125 

Arg Ala Lys lie Pro Gin Asp Ser Leu Arg Arg Leu Phe Asp Lys Val 
45 130 135 140 

Gly Leu Gly Gly lie Tyr Ser Thr Giy Giu Arg Asp Lys Phe lie Val 
145 150 155 160 
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Ai^ lie Glu Gin Gly Lys Asn Gly Val Ser Asp lie Phe Phe Ala His 
165 170 175 

5 Lys Ala Met Lys Glu Val Tyr Gly Gly Lys Asp Lys Asp Thr Thr Val 
180 185 190 



10 



25 



40 



Trp Gin Pro Ser Pro Ser Asp Pro Asn Leu Glu Ala Ala Phe Leu Thr 
195 200 205 

Arg Phe Met Gin Tyr Leu Gly Val Asp Gly Gin Gin Ala Glu Asn Ala 
210 215 220 



Ser Ala Lys Lys Pro Thr Leu Pro Ala Ala Asn Glu Met Ala Arg lie 
IS 225 230 235 240 

Glu Gly Lys Ser Leu lie Val Phe Gly Asp Tyr Gly Arg Asn Trp A^ 
245 250 255 

20 Arg Thr Val Leu Ala Leu Asp Arg lie Gly Leu Thr Val Val Gly Gin 
260 265 270 



Asn Thr Glu Arg His Ala Phe Leu Val Gin Lys Ala Pro Asn Glu Ser 
275 280 285 

Asn Ala Val Thr Glu Gin Lys Pro Gly Leu Phe Lys Arg Leu Leu Gly 
290 295 300 



Lys Gly Lys Ala Glu Lys Pro Ala Glu Gin Pro Glu Leu lie Val Tyr 
30 305 310 315 320 

Ala Glu Pro Val Ala Asn Gly Ser Arg lie Val Leu Leu Asn Lys Asp 
325 330 335 

35 Gly Ser Ala Tyr Ala Gly Lys Asp Ala Ser Ala Leu Leu Gly Lys Leu 
340 345 350 



His Ser Glu Leu Arg 
355 



<210>5 
<211>1058 
<212> ADN 
45 <213> Neisseria meningitidis 

<400> 5 

ggcagcaaaa ccgaacagcc caagctcgac taccaaagcc ggtcgcaccg cctgatcaaa 60 
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cttgaagtcc cacctgattt gaacaacccc 
ggttcgggcg ccgtccgcgc cagcaatttg 
cctgccgatg ccgaagtatt gaaaagcgtc 
caacgctggc tcgttgtcga cggcaagtct 
5 ttttggcagg aaaacggctt cgacatcaaa 
accgagtggg cggaaaaccg cgccaaaatc 
aaagtcggct tgggcggcat ctactccacc 
gaacagggca aaaacggcgt ttccgacatc 
tacggcggca aagacaaaga cacgaccgta 

10 gaagccgctt tcctgacgcg ctttatgcaa 
aacgcatcgg caaaaaaacc tacccttccc 
aaaagcctga ttgtctttgg cgactacggc 
gaccgcatcg ggctgaccgt cgtcggtcaa 
aaagccccga acgaaagcaa tgcagttacc 

15 ctgggcaaag gcaaagcgga gaaacctgcc 
cctgtcgcca acgggtcgcg catcgtcctg 
aaagacgcat ccgcattatt gggcaaactc 



gaccaaggca acctctaccg cctgcctgcc 120 
gaaaaacgcc gcacacccac cgtccaacag 180 
aaaggtgtcc gcctcgagcg cgacggcagc 240 
cctgccgaaa tctggccgct cctgaaagcc 300 
tccgaagaac ccgccatcgg acaaaaggaa 360 
ccccaagaca gcttgcgccg cctcttcgac 420 
ggcgagcgcg acaaattcat cgtccgtatc 480 
ttcttcgccc acaaagccat gaaagaagtg 540 
tggcagccct ccccgtccga tcccaacctc 600 
tatttgggcg ttgacggaca gcaggcggaa 660 
gccgccaacg aaatggcgcg tatcgaaagc 720 
agaaactggc ggcgcaccgt gctcgccctc 780 
aacaccgaac gccacgcctt cctggctcaa 840 
gaacaaaaac ccggcctgtt caaacgcctg 900 
gaacagccgg aactgattgt ctatgcagaa 960 
ctcaacaaag acggcagcgc atatgccggc 1020 
cattccga i058 



20 <210>6 
<211>1058 
<212>ADN 

<213> Neisseria meningiBdis 
25 <400> 6 

ggcagcaaaa ccgaacagcc caagctcgac 
cttgaagtcc cacctgattt gaacaacccc 
ggttcgggcg ccgtccgcgc cagcgatttg 
cctgccgatg ccgaagtatt gaaaagcgtc 

30 caacgctggc tcgttgtcga cggcaagtct 
ttttggcagg aaaacggctt cgacatcaaa 
accgagtggg cggaaaaccg cgccaaaatc 
aaagtcggct tgggcggcat ctactccacc 
gaacagggca aaaacggcgt ttccgacatc 

35 tacggcggca aagacaaaga cacgaccgta 
gaagccgctt tcctgacgcg ctttatgcaa 
aacgcatcgg caaaaaaacc tacccttccc 
aaaagcctga ttgtctttgg cgactacggc 
gaccgcatcg ggctgaccgt cgtcggtcaa 

40 aaagccccga acgaaagcaa tgcagttacc 
ctgggcaaag gcaaagcgga gaaacctgcc 
cctgtcgcca acgcctcgcg catcgtcctg 
aaagacgcat ccgcattatt gggcaaactc 

45 <210>7 
<211>1058 
<212>ADN 

<213> Neisseria meningitidis 



taccaaagcc ggtcgcaccg cctgatcaaa 60 
gaccaaggca acctctaccg cctgcctgcc 120 
gaaaaacgcc gcacacccac cgtccaacag 180 
aaaggtgtcc gcctcgagcg cgacggcagc 240 
cctgccgaaa tctggccgct cctgaaagcc 300 
tccgaagaac ccgccatcgg acaaaaggaa 360 
ccccaagaca gcttgcgccg cctcttcgac 420 
ggcgagcgcg acaaattcat cgtccgtatc 480 
ttcttcgccc acaaagccat gaaagaagtg 540 
tggcagccct ccccgtccga tcccaacctc 600 
tatttgggcg ttgacggaca gcaggcggaa 660 
gccgccaacg aaatggcgcg tatcgaaagc 720 
agaaactggc ggcgcaccgt gctcgccctc 780 
aacaccgaac gccacgcctt cctggctcaa 840 
gaacaaaaac ccggcctgtt caaacgcctg 900 
gaacagccgg aactgattgt ctatgcagaa 960 
ctcaacaaag acggcagcgc atatgccggc 1020 
cattccga i058 



50 <400> 7 

ggcagcaaaa ccgaacagcc caagctcgac 

cttgaagtcc cacctgattt gaacaacccc 

ggttcgggcg ccgtccgcgc cagcaatttg 

cctgccgatg ccgaagtatt gaaaagcgtc 

55 caacgctggc tcgttgtcga cggcaagtct 



taccaaagcc ggtcgcaccg cctgatcaaa 60 
gaccaaggca acctctaccg cctgcctgcc 120 
gaaaaacgcc gcacacccac cgtccaacag 180 
aaaggtgtcc gcctcgagcg cgacggcagc 240 
cctgccgaaa tctggccgct cctgaaagcc 300 
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ttttggcagg aaaacggctt cgacatcaaa tccgaagaac ccgccatcgg acaaaaggaa 360 
accgagtggg cggaaaaccg cgccaaaatc ccccaagaca gcttgcgccg cctcttcgac 420 
aaagtcggct tgggcggcat ctactccacc ggcgagcgcg acaaattcat cgtccgtatc 480 
gaacagggca aaaacggcgt ttccgacatc ttcttcgccc acaaagccat gaaagaagtg 540 
5 tacggcggca aagacaaaga cacgaccgta tggcagccct ccccgtccga tcccaacctc 600 
gaagccgctt tcctgacgcg ctttatgcaa tatttgggcg ttgacggaca gcaggcggaa 660 
aacgcatcgg caaaaaaacc tacccttccc gccgccaacg aaatggcgcg tatcgaaagc 720 
aaaagcctga ttgtctttgg cgactacggc agaaactggc ggcgcaccgt gctcgccctc 780 
gaccgcatcg ggctgaccgt cgtcggtcaa aacaccgaac gccacgcctt cctggctcaa 840 
10 aaagccccga acgaaagcaa tgcagttacc gaacaaaaac ccggcctgtt caaacgcctg 900 
ctgggcaaag gcaaagcgga gaaacctgcc gaacagccgg aactgattgt ctatgcagaa 960 
cctgtcgcca acgcgtcgcg catcgtcctg ctcaacaaag acggcagcgc atatgccggc 1020 
aaagacgcat ccgcattatt gggcaaactc cattccga 1058 

15 

<210> 8 

<211>29 

<212>ADN 

<213> Secuencia nucleotrdica del oligonucleotido sintetico 1573 

20 

<400> 8 

ttccatggta gataaaagaa tggctttag 29 



25 <210> 9 
<211>27 
<212>ADN 

<213> Secuencia nucleotfdica del oligonucleotido sintStico 6795 
30 <400> 9 

aactgcaggc ttgtaaaccg ttttgtg 27 



35 
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REIVINDICACIONES. 

PROTElNA NMB0928 Y SU USO EN FORWIULACIONES FARWIAC^UTICAS. 

5 1. Protefna de N, meningitidis denominada NMB0928 caracterizada por ser un 
anWgeno capaz de generar en el organismo receptor una respuesta protectora 
contra infecciones causadas por bacterias del g§nero Neisseria y tener la 
secuencia aminoacfdica identificada en el listado de secuencias como 
Secuencla 4. 

10 

2. Protefna denominada NMB0928, de acuerdo con la reMndlcacidn 1. 
caracterizada por estar codlficada por el gen NMB0928 identificado en el listado 
de secuencias como Secuencia 3. 

IS 3. Gen NMB0928 de acuerdo con la reivindicaci6n 2, caracterizado por tener la 
secuencia de bases identificada en el listado de secuencias como Secuenda 3 
y codificar para la protefna de la reivindicaci6n 1. 

4. Protefna o p6ptido obtenido por via recombinante o por sfntesis qufmica 
20 caracterizada porque tiene la secuencia de la protefna NMB0928 y ser capaz de 

generar en el organismo receptor una respuesta protectora contra infecciones 
causadas por bacterias del gSnero Neisseria de acuerdo con la reivindicaci6n 1. 

5. Fomiulaci6n farmac^utica caracterizada porque contiene la protefna o el 
25 p6ptido de las relvindicaciones 1. 2 y 4. o la protefna de la reivindicaci6n 1 

producida de manera natural, de acuerdo con la relvindicaciones 1, 2 y 4. 

6. Formulaci6n farmac6utica de la reivindicaci6n 5 caracterizada porque es una 
vacuna capaz de generar en el organismo receptor una respuesta protectora 

30 contra infecciones causadas por bacterias del g§nero Neisseria. 

7. Formulaci6n farmac6utlca de acuerdo con las relvindicaciones 5 y 6 
caracterizada porque es una vacuna capaz de generar en el organismo receptor 
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una respuesta protectora contra infecciones causadas por Neisseria 
meningitidis. 

8. Formulad6n farmac6utica de acuerdo con las reivindicaciones 5 y 6 
S caracterizada porque es una vacuna capaz de generar en el organismo receptor 

una respuesta protectora contra Infecdones causadas por Neisseria 
gonorrhoeae. 

9. Fomfiulaci6n fannac6utlca de acuerdo con las reivindicaciones 5. 6, 7 y 8, 
10 caracterizada por ser una fomiulaci6n profildctica o terap^utica. 

10. Fomiulad6n famnac6utica de acuerdo con las reivindicaciones 5. 6, 7 y 8, 
caracterizada porque es una fon7iulad6n combinada conteniendo uno o varies 
antigenos de naturaleza antig6nica diferente, obtenidos por via recombinante, 

IS por via sint^tica o produddos de manera natural. 

11. Fomiulacl6n famiac6utica de acuerdo con las reivindicaciones 5, 6, 7 y 8, 
caracterizada porque contiene antfgenos polisacdridlcos. 

20 12.Formuladdn famnacSutica de acuerdo con las reivlndlcadones 5, 6, 7 8 y 9, 
caracterizada porque uno de los componentes de la fomnuladdn es un 
pollsacdrldo capsular de N. meningitidis. 

13.Fomiulacldn fermac6utica de acuerdo con la reivindicacidn 9, caracterizada 
25 porque contiene un conjugado protelna-pollsacdrido, cuya porcldn 

polisacarfdica se conresponde con un polisacdrido bacteriano. 

14Fonnulaci6n fannac6utlca de acuerdo con las reivindicaciones 5, 6, 7 y 8, 
caracterizada porque contiene uno o varies microorganismos Inactivados. 



30 



15.Fonnulad6n fannac6utica de acuerdo con las reivindicaciones 5, 8, 7 y 8. 
caracterizada porque contiene antigenos peptfdicos. 
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16.Forniulaci6n farmacSutica de acuerdo con las reivindicaciones 5 y 6, 
caracterizada porque contiene hormonas. 

5 17.Formulaci6n formacSutica de acuerdo con las reivindicaciones 5 y 6, 
caracterizada porque contiene factores de crecimiento. 

18. Fonnulacidn farmac^utica de acuerdo con las reivindicadones de la 5 a la 17 
caracterizada porque es una fonnulacidn para ser administrada por via 

10 parenteral. 

19. Fomnulaci6n farmac^utica de acuerdo con las reivindicaciones de la 5 a la 17 
caracterizada porque es una formulaci6n para ser administrada por via 
mucosal. 

15 

20. Formulaci6n famnac^utica de acuerdo con las reivindicaciones de la 5 a la 17 
caracterizada porque es una fomiulaci6n para ser administrada por via oral. 

21. Fomiulacl6n ^nnac^utica de acuerdo con las reivindicaciones de la 5 a la 20 
20 caracterizada por ser una formulacidn inmunoestimulante o 

inmunopotenciadora. 

22. Fomnuiacidn ^rmac^utica de acuerdo con las reivindicaciones de la 5 a la 21 
caracterizada porque contiene peptides o fragmentos del antfgeno NMB0928. 

25 

23. Formulacidn ^nnacSutica de acuerdo con las reivindicaciones de la 5 a la 21 
caracterizada porque contiene mimotopos del antfgeno NMB0928. 



24. Organismo gen^ticamente modificado caracterizado porque contiene el gen de 
30 la reivindicaci6n 3, o parte de este, solo o fomnando parte de otra secuencia 

g^nica. 
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25.Formulaci6n fermacgutica de acuerdo con la reivindicacidn 24 caracterizada 
porque contenga el organismo genSticamente modlficado vivo, atenuado o un 
preparado de este. 

S 26. Formulacibn farmac^utica caracterizada porque contiene la protefna expresada 
per el organismo de la reivindicacidn 24. y es capaz de generar en el organismo 
receptor una respuesta protectora contra infecciones causadas per bacterias del 
gSnero Neisseria. 



10 27. Fomiulad6n farmac6utica caracterizada porque contiene la protefna o el 
p6ptido de las reivindicaciones 1. 2 y 4, como portadora de antfgenos de 
diverse naturaleza. 



28. Componente farmac6utico caracterizado porque contiene la protefna NMB0928 
de las reivindicaciones 1 y 2, o fragmentos de esta y es capaz de pennitir la 
deteccl6n, solo o de conjunto con otros componentes, la enfemiedad 
meningoc6ccica en humanos. 



29. Componente famiac6utico caracterizado porque contiene el gen de la 
20 reivindicaci6n 3, o fragmentos de este y es capaz de penmitir la deteccibn, solo 

0 de conjunto con otros componentes, la enfemiedad meningoc6ccica en 
humanos. 

30. USO de la protefna NMB0928 o fragmentos de esta, de acuerdo con las 
25 reivindicaciones 1 y 2, en biosensores u otras apllcaciones fannacSuticas o 

blotecnoldgicas. 

SlUso del gen NI\/IB0928, de acuerdo con las reivindicacidn 3, o fragmentos de 
este. en biosensores u otras aplicaclones fannac6uticas o biotecnol6gicas. 



31 



wo 2005/054282 



PCT/CU2004/000016 



Figura 1 
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Figura 4 
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Figura 7 
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Figura 8 



Neisseria roeningitides serogrupo C 

>KeiSBeria ganxn<yitldio gRMlSiorfSA 106496 109923 PIR:C81141 

hvpothatloal protein NMB0928 [iaported] - Neisseria 
meningitidis (groi^ 8 strain MD58) 
Ziength » 1428 

Score s 1939 bits (978), Expect « 0.0 
Identities « 1038/1058 (98%) 
Strand « Plus / Plus 



Query: 2 ggcagcaaaaccgaacagcooaagctcgaotaocaaagccggtegcaccgcctgatcaaa 61 

III llllliiillltlllinillllltllMllillllllllllllllllKinKtf 
Sbjot: 364 ggcagoaaaaccgaaoagcccaagctcgaotw ocaa sgceggtegcaocgcctgatcaaa 423 



Query: 62 ottgaagtcccacctgatttgaacaacccogaocaaggcaacetetaoogcctgcctgco 121 

II MIIIIIMIIIIinMlllMltllllMIMttllMMIMIIMMIIIlM 
Sbjot: 424 atcgaagtoocaootgatttgaacaaccccgaccaaggcaacctotaccgcctgcctgeo 483 
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Quasy: 122 ggttcgggcgccgtccgog nc a g ca a tttgg annna o q cGg ca cac c caccgtccaacag 181 

tiuiiiMiiniiiiniiin iiiiiiiiiniiiitiMMii iiimumii 

Sbjet: 484 ggttoggg c yc ug tccgggccagega tt t q g a aaaacgccgcacacccgccgtccaacag 543 

Qaezy: 182 cotgoogatgcogaagtattgaaaagogteaaaggtgteegcotogagogogacggoago 241 

lllllllllllllllllillllllinilllllllllllllltinilllllllMllll 
Sbjct: 544 cctgccgatgccgaagtattgaaaagogtoaaaqgtgtocgcctogagogogacggcagc 603 

Query: 242 caacgctggctcgttgtcgaoggeaagtctcctgcegaaatetggccgcrtcctgaaagco 301 

UN I mini I riMiii 111 niiiiii iniiunMiiMiiiiiiiiiiiii 

Sbjct: 604 eaaegotggotcgttgtogacggcaagtotcatgoogaaatotggccgotoctgaaagce 663 
Query ; 302 ttttggoaggaaaacggottcgacatcaaatccgaagaaoGogocatcggaeaaaaggaa 361 

iiiiiMiiininiiiniiiif tKitiiiiiiMMMiiiiiiiiiiiM iiii 

Sbjot: 664 ttttggcaiggaaaaGggcttcga catcaaa tocgwa gaacccgccatcggacaaatggaa 723 



Query: 362 accgagtgggcggaaaaccgcgccaaaatcccccaagacagcttgcgccgcctcttcgac 421 

111 iMIIIItMlMIIIt illtllllllUIIIMltllllllinilll mill 
Sbjct: 724 accgagtgggcggaaaacogtgcaaaaatcccccaagacagcttgcgcagootattcgac 783 

Query: 422 aaagtcggcttgggcggoatctactccaccggcgagcgcgaoaaattcatcgtccgtatc 481 

I mm mmmmmmmmmimimmmmmim 

Sbjct: 784 acagtoggtttggg c gg ca tctactccaocggogagogcgacaaattcatogtccgtatc 843 
Query: 482 gaacagggcaaaaacggcgtttccgacatcttottcgcccacaaagccatgaaagaagtg 541 

inHitiimiimmmmmiimimimmiimmimm 

Sbjot: 844 gaacagggcaaaaacggogtttocgacatcttottcgcccacaaagooatgaaagaagtg 903 
Query; 542 tacggcggcaaagaoaaagaoacgaccgtatggcagccctcoccgtcogatcccaaccta 601 

ninttiiinimmmmmmmmmiimmimimmi 

Sbjct: 904 ta cg gogg c aaag ao aaa g ncaogaccgtatggcagcoctcccogtccgatcccaaooto 963 

Query: 602 gaagccgctttcctgacgcgctttatgcaatatttgggcgttgacggacageaggcggaa 661 

iiiiiiiiimmiiimmiiimmmmmmiimimmm 

Sbjct: 964 gaagocgctttootgaogcgctttatgcaatatttgggogttgacggacagcaggcggaa 1023 
Query: 662 aaogcatcggoaaaaaaacctacccttcccgccgcoaaogaaatggcgcgtatcgaaago 721 

immimmm ii mii mimmiimimmiimm n 

Sbjot: 1024 aacgcatcggcaaaaaaoccgaccctgocogccgcoaacgaaatggcgcgtatcgaaggc 1083 
Query: 722 aaaagcctgattgtctttggcgactaeggoagaaaotggcggcgcaccgtgctogoeoto 781 

miiiiimmimmiimmmimimmmiii immm 

Sbjot: 1084 aaaagootgattgtctttggcgaotaeggcagaaaotggoggcgoaoogogotogooctc 1143 
Query: 782 gaocgcatcgggctgaccgtcgtcggtcaaaaoacogaacgccacgtjottcctggotcaa 841 

mmiimimmimimmmmmmmm iiiim mi 

Sbjot: 1144 gacogcatcgggotgaoogtogtoggtc a aa ac aoegaaogooaogotttcotggttcaa 1203 
Query: 842 aaagccccgaacgaaagcaatgcagttaccgaacaaaaacccggcctgttcaaaogcctg 901 

iiiiiiMnmiimimimimmmmmiimmmmim 

Sbjct: 1204 aaagoccogaacgaaagcaatgcagttaccgaacaaaaaoocggcotgttcaaacgcctg 1263 
Query: 902 ctgggcaaaggoaaagcggagaaacctgccgaaoagocggaactgattgtctatgoagaa 961 

immimmmmmimmmmiiinimimmmi ii 

Sbjct: 1264 ctgggoaaaggcaaagcggagaaacatgoogaacagoeggaactgattgtotatgecgag 1323 
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Query: 962 cctgtogccaaegegtegogcatcgtectgctnaacaaaqacggcagcg i021 

,o«>. MIMIIItlllMltllMIMIinillllllUIIMIIMI 
SD^ot: 1324 cetgtogeeaaeggotGgogcatogteotgeteaaoaaagaeggoagegeatatgceggo 13B3 

Query: 1022 aaagacsgcatcogoattattgggcaaactccatteoga 1059 

MiMiiiiiiiiiiiiMiiiuiiiiiniiimi 

Sbjct: 1384 aaagacgcatcogcattattgggoaaaetceattcega 1421 

Neisseria meningitides serogrupo A 

>WteeniJicil tidis Z2491tai 7379817 1073887 1072760 putative 
lipoprotein [Neiaseria meningitidis Z2491] 
I<ength » 1128 

Score - 1963 bite (990), Baq>eot » 0.0 
Identities ■ 1041/1058 (98%) 
Strand » Plus / Plus 

Q»Mty: 2 ggcagcaaaaccgaaoagcocaagctcgactaccaaagccggtogoaocgcotgatoaaa 61 

nHiiiiniMiiiiiiiniittininiiMiftiiiiMiniMiniinii 

Sbjct: 61 ggcageaaaacogaacagceoaagotcgactaccaaagccggtcgcaccgcctgatcaaa 120 
Query: 62 cttgaagtcccacctgatttgaaoaaccccgaccaaggcaacctctaccgcctgcctgcc 121 

II iiiiiiniiiiiiMiiiiiiiiiiniiiiinnniiiiiiiiiiiiiittM 

Sbjct: 121 ctcgaagtcocacctgatttgaacaa ccc cgaccaaggoaaootctaoogcctqcctgcc 180 
Query: 122 ggttcgggogccgtccgcgccagcaatttggaaaaacgccgcacacooaccgtccaacag 181 

iniiiniiiiiiiMiiiiiii iitnniMiiiMiinitii nniiniii 

Sbjct: 181 ggttcgggcgecgtocgcgceagogatttggaaaaaogccgcacacccgccgtceaacag 240 
Query; 182 cctgccgatgccgaagtattgaaaagogtcaaaggtgtccgcctcgagcgcgacggcagc 241 

iiiiiniiiniiitiiiiiiMitniininiiiiiMtiiiiHiiuiiiiMi 

Sbjot: 241 ootgcogatgocgaagtattgaaaagogtcaaaggtgtccgootogagcgegacggcago 300 
Query: 242 caacgctggctcgttgtcgaoggcaagtctcctgccgaaatctggccgctcctgaaagcc 301 

Mill nil nil mil iKiii limn iiiiiiiniitiiiitiiiiiinnt 

Sbjct: 301 oaaogotggotegttgtcgacggcaagtctoatgccgBaatotggocgctcetgaaageo 360 

Query: 302 ttttggoaggaaaacggcttcgacatcaaatccgaagaaoeogocatcggaoaaaaggaa 361 

llllllllinMIIMIMIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIMIIIIItl Mil 
Sbjct: 361 ttttggcaggaaaaoggottogaoatoaaa to c gaagaacccgcca tcggacaaatggaa 420 

Query: 362 accgagtgggcggaaaaccgcgccaaaatoooooaagacagottgcgccgcctcttcgac 421 

MIMniDintllllll lltUMMMltMIIIMIIMIIIIItll llllll 
Sbjct: 421 aecgagtgggcggaaaacogtgccaaaatcocccaagacagcttgegccgcctattcgae 480 

Query: 422 aaagtcggottgggoggcatetactccaccggcgagcgcgacaaattoatogtocgtato 481 

I MIMl MIMMIIIMIMIIIIIIIIMtMllllllllllinillMllMI 
Sbjot; 481 acagtcggtttgggoggcatotaotooacoggogagogogacaaattoatogtccgtatc 540 

Query: 482 gaacagggcaaaaacggcgtttccgaoatcttcttogoooaoaaagcoatgaaagaagtg S41 

MIIMllMMMllMllllMIMMMMMMIIIIItniMMIMIMMM 
Sbjot: 541 gaaoagggcaaaaa c ggegtttocgaoatcttottcgcocacaaa q ooatgaaagaagtg 600 

Query: 542 taeggcggoaaagacaaagaoacgaccgtatggcagecctcccegtocgatooaaaocta 601 

MMMIMMMMMIIMIMIMIIMIIMMMIIlllMMIMMIMMM 
Sbjot: 601 tacggcggcaaagaoaaagaQaogaoogtatggoageootcooogtccgatoccaacctc 660 

Query: 602 gaagccgctttcctgaegcgotttatgeaatatttgggcgttgaoggacagoaggcggaa 661 
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iiMiMiiniiMiiiiiinniiiiMMininniiunniiiinimi 

Sbjet: 661 gaagocgctttcctgaogcgetttatgoaatatttgggcgttgacggacagcaggcggaa 720 

Quezy: 662 aacgcatcggn naa a aanc ntaccottcccgccgccaacgaaatggogcgtatcgaaagc 72X 

IIIUII llllillllllllUlllllllltlMIIIIMIIMIMIIIIIIIll I II 
Sbjet: 721 aacgcatcgg caannBnn octacccttcocgocgooaa o gaaatggcgc gta tcgaaggc 780 

Quezy: 722 aaaagoctgattgtctttggogactacggoagaaactggcggcgcaccgtgctcgccctc 781 

II iiiuiiiMH II 11 1 mini III nil Mil mil II mil mini in 

Sb^ot: 781 aaaagcetgattgtetttggogactaoggca g aaa c tgg c g g ogo a cogegctegccsGtc 840 
Quezy: 782 gaccgcatcgggctgaccgtogtcggtoaaaaoaoogaacgccacgccttcctggetcaa 841 

mmmimimmmimmimimmmm imm mi 

Sbjct: 841 gaoogoategggctgaocgtogtcggtcaaaacacogmcgooaagotttoatggtboaa 900 
Quezy: 842 aaagcccogaacgaaagcaatgcagttacc ga a e aaanacccggcctgttcaaacgectg 901 

nniinnmniminnmmminmmmmmmmm 

Sbjot: 901 aaagccccgaacgaaagcaatgcagttacogaaoaaaaacccggcctgttcaaacgcctg 960 
Quezy: 902 otgggcaaaggcaaagcggagaaacctgoogaaoag c cggaaotgattgtctatgcaqaa 961 

iinimmmimnimmiimminiinnimimim n 

Sbjet: 961 ctgggcaaaggcaaagcggagaaacctgccgaacago c ggaaotgattgtctatgccgag 1020 
Quezy: 962 cotgtcgccaacgcgtcgcgcatcgtcctgctcaaoaaagaoggcagogcatatgccggo 1021 

III 1 mm in mnmmmmim iiiimimiiiimiinn 

Sbjct: 1021 cctgtcgccaaoggotogcgeatcgtcctgctcaacaaagacggcagcgcatatgccsggo 1080 



Quezy: 1022 aaagacgcatoegcattattgggoaaaotoaattooga 1059 

imiiinimmiiiiiimiiiiinmin 

Sbjet: 1081 aaagaogeatoogcattattgggcaaaetccattooga 1118 



Neisseria meningitides serogrupo B 

>MtoBnlngitxdiaMC58:ql 7226166 944053 942857 hypothetical pzoteiA 
Length « 1197 

score 2042 bits (1030), Bacpect « 0.0 
Identities » 1051/1058 (99%) 
Strand « Plus / Plus 

Quezy: 2 ggcagoaaaaoegaaoagocoaagctcgaotaccaaagooggtogoaoogeetgatcaaa 61 

ninniiniinmiinmiiminiimimniimmnnmi 

Sbjot: 130 ggoageaaaaccgaacageceaagctagaotaocaaagccggtcgcacogootgatcaaa 189 
Quezy: 62 cttgaagtcccacctgatttgaacaaocccgaecaaggcaacctctaoogaotgcotgcc 121 

ninnMiiiimnimnmmmiiiimmiiiiiiinnmni 

Sbjot: 190 cttgaagtceoaoetgatttgaacaaccccgacoaaggcaaoetetacegcctgeotgqc 249 
Query: 122 ggttogggogcogtccgegeeageaatttggaaaaacgocgoaoaeooaccgtecaacag 181 

mimninmimnm mimmmimmiii iminim 

Sbjet: 250 ggttogggcgccgtcegcgeoagegatttggaaaaaogcegcacaeeegcogtooaacag 309 
Quezy: 182 cctgccgatgccgaagtattgaaaagcgtcaaaggtgtccgcotcgagegcgacggcagc 241 

niimmmmmnnmmimnmimiimimmiiim 

Sbjct: 310 cctgocgatgccgaagtattgaaaagcgtcaaaggtgtccgcctcgagegcgacggcago 369 
Query: 242 oaaogotggotogttgtcgacggcaagtctootg oc gaaatotggccgetcctgaaagcc 301 
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iniininniiiMiiiiiiUMiiiiiiiiiiiiniiniiiiniiunni 

Sbjct: 370 oaaogotggotagttgtcgacggcaagtctcotgcogaaatotggccgctoctgaaageo 429 

Query ; 302 tt-ttggcaggaaaacggcttcgacatcaaatcogaagaacccgcca tcqgacaa o aggaa 361 

llllllltKllliilllMltlllllllllMIIIIIMIIIMMiiniMI III! 
Sbjot: 430 ttttggcaggaaaaoggottogaca toa a at cogaagaaco ogco a t cggacaaatggaa 489 

Quexy: 362 accgagt gg gcgg a aaaccgcgccaaaatocccoaagaoagcttgcgcegcctcttcgao 421 

MiniMiniiniiiiiiiniiiiitiMiiuiiuiiiiiitiiMiinnn 

Sbjot: 490 accgagt tfggcg g a aaacogcgccaaaatecc oca a gacag cttgcgccgcotcttogao 549 
Query: 422 aaagtcggottgggcggcatctaotocaccggegagcgcgacaaattGa t cgtccgtatc 481 

iMninMiiiMHMiiiiiniiiiiuinMiiiMintiiiiniiiiiii 

Sbjot: 550 aaagtoggcttg ygogg catctactccaccggcgagogogacaaattcatogtoogtatc 609 
Query: 482 gaaoagggcaanaacggcgtttccgacatcttcttcgoccaeaaagccatgaaag a agtg 541 

III) itiiiiiiiiiiiiiiiiiiiMnimiMiiiiiiiiiiintiiiiniin 

Sbjot: 610 gaacagggcaaaaacggcgtttcogacatettottcgcccacaaagcoatgaaagaagtg 669 

Query: 542 taoggcggoaaagaoaaagaoaogacegtatggcagceetccocgtcogatoooaaeotc 601 

lllllllllllllllllUMIIIIIIinMllilMllttlMIIMIIIIIIIIIIl 
Sbjct: 670 taoggcggoaaagaeaaagaoacgaccgtatggeagocotococgtcogatcocaacctc 729 

Query: 602 gaagocgctttcctgacgcgctttatgcaatatttgggogttgacggacagcaggcggaa 661 

iiiitiiniiiiiiiiiitiiiiiiiuiiiiiiiniiniMiKiiiniiiMii 

Sbjot: 730 gaagcogotttootgacgogotttatgcaatatttgggcgttgaoggacagoaggoggaa 789 
Query: 662 aacgcatcggoaaaaaaaootacocttcccgccgcog^acgaaatggogegtatcgaaago 721 

iiiiiMiiiiiiniiiiiiiiMiitniiiiniiiiiMiiiiiMiiiiiii n 

Sbjot: 790 aaogoatcggcaaaaaaacctacccttooogcogocaacgaaatggcgcgtatogaaggc 849 

Query: 722 aaaagcctgattgtctttggcgactacggcagaaactggcggcgcaccgtgctcgccctc 781 

M IlillllllllllllllMMIIIIilllUltllllllllllllillilllllini 
Sbjct: 850 aaaagootgattgtctttggcgactacggcagaaactggoggcgoaoogtgctcgoccto 909 

Query: 762 gacogoatcgggotgacegtogtoggtcaaaaoaccgaaogocacgocttcctggotcaa 841 

iniiiiiiintiiiiiiiiiniMinnniMMiiMiMiiiiiini nti 

Sbjot: 910 gaoogoatogggotgaccgtogtoggtcaa a aca c cgaacgocaogoottcctggttcaa 969 
Query: 842 aaagcccc ga a cg aaagcaatgcagttaccgaacaaaaaccoggcotgttcaaacgcctg 901 

niiniiiiiiiiiiiiiiiiiiiniitiiiiMtiiuiiiinniiiiiitiiii 

Sbjot: 970 aaagoocogaaogaaagoaatgcagttacogaa o aa a a a oocggoctgttcaaaegootg 1029 

Query: 902 otgggoaaaggoaaagcggagaaacatgoogaaoagocggaactgattgtotatgoagaa 961 

lIMIIIMniltllllllMIMllllMlllltlltlllllllllUlinilllll 
Sbjot: 1030 otgggcaaaggoaaagcggagaaaootgcogaaoagcoggaaotgattgtotatgoagaa 1089 

Query: 962 cotgtcgccaacgcgtcgcgcatogtcctgctcaacaaagacggcagcgoatatgccggc 1021 

iiiMiiMiiit iiiiHitiniiiiiiiiiiiMiiitiiiiiiiiMinnii 

Sbjct: 1090 cotgtogccaacggotcgcgeatcgtcctgotcaaoaaagaoggcagcgcatatgccggc 1149 

Query: 1022 aaagaogcatccgcattattgggcaaaotocattooga 1059 

llllllllinillHIMIIIMIMIIIIillMM 
Sbjot: 1150 aaagaogoatccgoattattgggcaaaotoeattcoga 1187 

Neisseria gonorrhoeae 

> Weleeeria qonorriioeaa g!ftl090:orf928 922099 923526 PIR:C81141 

hsn^thetioal proteiA NMB0928 [inported] - Neiaseria 
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sianijigitdLdis (group B strain UD58) 
Length - 1428 

Scoro » 168S bits (850) , Expect -0.0 
Zdantlties « 1006/1058 (95%) 
Strand » Plus / Plus 

Query: 2 ggcagca a n accgaaeagcccaagctcgaotannawngcnggtegcaccgcctgatcaaa 61 

iiininiiiiMMiMiiMniiiniiMiMMUiiiiuinMMinni 

Sbjct: 364 ggcagcaaaaoogaacagcccaagotogactaccaaagccsggtogcaccgootgatcaaa 423 
C2oery: 62 ottgaagtcooacotgatttgaaoaaoooogaooaaggoaacototacog c o tgcc tgec 121 

sbjct 24 iiiiMiiiiiiiiiiiiinniiinnmm^mi|^mi 

Query: 122 ggttcgggcgccgtccgcgccagcaatttggaaaaacgccgcacacccaccgtccaacag 181 

iiiiitu iiiiiiiiiniiii tiMiKiiiniiiiiiiiiii nmiiimm 

Sbjot: 484 ggttogggagccgtcogcgecagcgatttggaaaaaogoogca oa c o cgcog t ccaacag 543 
Query: 182 ootgoogatgccgaagtattgaaaagcgtcaaaggtgtccgootcgagcgcgacggcagc 241 

II iiiiimiiiiuMiniiniHiiiiii iitiiiiiiuMiiiiiiiiiii 

SOajct: 544 ccagccgatgccgaagtattgaaaagcgtoaaaggcgtccgectcgagcgcgacggoagc 603 
Query: 242 caacgctggctogttgtogaoggcaagtctcctgccgaaatotggccgotoctgaaagec 301 

iiiiiiiiiii II II iiiiiin II II iiniiiiiiiiiiiii iiiiiiiii 

Sbjct: 604 caaogctggcttgtcgttgacggcaaatcccccgocgaaatctggccgcttctgaaagcc 663 
Query: 302 ttttggcaggaaaacggcttcgacatoaaatcc g aa g aa e ocgccatoggacaaaaggaa 361 

ifiiiifiiiiMitiMiiMiiMi iiiiiiiiniinitiiiiiiiiiii nil 

Sbjot: 664 ttttggcaggaaaaoggottogaoatcgaatcogaagaaooogooatoggacaaatggaa 723 
Query: 362 accgagtgggcggaaa a ccgcgcca aa a tcccccaagacago ttgcgccgcctcttcgac 421 

iiMMiuiiiiiiiMii iiiiiiiiiniMniiiiiiiiiMiiiii Mini 

Sbjot: 724 aecgagtg g g cg g a aa aocg tgooaaaatoooooaagacagct t gcgccgcotattogao 783 

Query: 422 aaagtcggcttgggcggoatotaotccaccggcgagcgcgacaaattoatcgtacgtatc 481 

I Mint llllinillllMllllMllllllllliillllMIMMlllllllIt 
Sbjot: 784 aoagtoggtttgggoggoatotaotooaceggogagogogaoaaatteategtccgtato 843 

Query: 482 gaaoagggcaa aa a nggcgtttccgaoatc ttot tcgoocacaaagocatgaaagaagtg 541 

IllllllllllllllllllllllllllllllllltlUlllllllll IIIIIIIIIII I 
Sbjot: 844 gaaeagggcaaaaacggcgtttocgacatottottogoocacaaagcgatgaaagaagtg 903 

Query: 542 tacggcggcaaagacaaagacacgaocgtatggcagcectccccgtcogatoooaaccte 601 

II lill nil lllllllllinil I IMIIIII 111 I Mill MMIIM 
Sbjct: 904 tatggcgaoaaaaacaaagacacgaccatgtggcagocttoogcttocgacoocaacott 963 

Query: 602 gaagcogctttcctgacgcgctttatgcaatatttgggcgttgacggacagcaggcggaa 661 

II MlllMMIIMIIinilllllllllllMIMIIlllilllll IIMMIIII 
Sbjct: 964 gaggoogottteotgacgegotttatgoaatatttgggegttgaoggacggcaggoggaa 1023 

Query: 662 aacgcatcggoaaaaaa acotaccctteocgccgccaacgaaatggogcgtatcgaaagc 721 

MIMII MIIIIIIIIM IIIIIMIIIIIMIIIIIIMMIIIIIIIIMM II 
Sbjot: 1024 aaogoattggoaawaaaaccgacccttccogocgcoaaagaaatggcffogtatcgaaggo 1083 

Query: 722 aaaagcotgattgtotttggcgactacggcagaaaotggcggcgcaccgtgotogccctc 781 

iiiiiiiiiniiMiiiiMiiiiiiiiniMiiiiiiiMiMin ii itiin 

Sbjot: 1084 aaaagcotgattgtotttggogaotacggcagaaactggcggcgoaooggoottgcooto 1143 
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Quasy: 782 gaccgcatogggotgacogtcgtcggt ciiaawcao cgaacgecacgccttcotqgcteaa 841 

IIIIIIHMl llllMlMMIltiniMIMlllMMIIIIllMllllI Mil 
Sbjot: 1144 gacogcatcggact g a c cgtc g togg t'cnaiiiir aecgaacgccacgocttcctggttcaa 1203 

Query: 842 aaagccccgaacgaaaqcaatgcagttaccgaacaaaaaorrggcetgttcaaacgcotg 901 

NitiinniiiiiMiiiiiMiniMiMiiiiiiii n iiiiuiiiiini 

Sbjot: 1204 aaageocogaacgaaaigcaatgoagttaGog a a ca a wawoeytfgyu tgt toaanrig ccta 1263 

Quezy: 902 ctgggoaaaggcaaagoggagaaaoctgccgaacagccggaaotgattgtctatgcagaa 961 

lllllllllliMIIMIlllinillllillilllllllinillMIIIIIIII II 
Sbjct: 1264 otgggeaaaggcaaagcggagaaacetgccgaacagccggaaotgattgtetatgoogag 1323 

Query: 962 cotgtogooaacgcgtcgcgcatcgtcctgctcaacaaagacggcagcgcatatgocggc 1021 

II II mil 1)1 iniiiiiiitiiiiniiiniiniiniMMiiiiiiiiii 

Sbjct: 1324 cctgtcgccgacggttcgcgcatcgtcctgct o aa ca aagacggcagogcatatg c cg g c 1383 
Query: 1022 aaagacgcatccgcattattgggoaaaotocattcoga 1059 

iiiiiiiiiiiiiii 1 n IMinillllllllll 

Sbjot: 1384 aaagaogcatoogcaotgttaggoaaactocattcega 1421 
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Figura 11 
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Figura 13 
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